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Szerz6k vizsgaltdk az alacsony (LLT) és a magas (LLT-HH)
metasztatizalé képességgel rendelkezé tumorsejtek, valamint a tu-
moros és a kontroll allatokbél szarmazé PMN granulocitdk kemi-
lumineszcencidjat. Megallapitottdk, hogy: 1. a vizsgalt tumormodell
esetében a tumorbetegség nem valtoztatja meg a polimorfonuklearis
granulocitak kemilumineszcenciajat; 2. a tumorsejtek aktivalt zy-
mozan hatdsara a polimorfonuklearis granulocitdk kemilumineszcen-
ciajat meghaladé fényt emittalnak; 3. nincs 6sszefliggés a kemilumi-
neszcencia mértéke és a metasztatizalo képesség kozott; 4. a
tumorsejt és polimorfonuklearis granulocita egylttes szuszpenziéban
a kemilumineszcencia értéke a kulén-kilén mért értékek 0Ossze-
génél kisebb. Ez részben aspecifikus kompetitiv hatds, részben speci-
fikus kdlcsonhatas mellett szél.

Az utdbbi évek vizsgalatai szerint a reaktiv oxigéngyokok szamos fizioldgias
és patoldgias folyamatban (arterioszklerozis, 6regedés, carcinogenezis, sugarkarosodas
sth.) donté jelentségli tényez6ként jelentkeznek (9, 12, 13).

Kiemelkedd jelent6sége van a reaktiv oxigéngyokoknek a szervezet fert6zések
elleni védekezéseben és a szervezet integritdsanak védelmében is. A fagocitézisra
képes sejtek (polimorfonuklearis granulocita, monocita, makrofag stb.) ugyanis fel-
ismerik, majd bekebelezik az idegen partikulat, és elpusztitjdk azt. Ez ut6bbi (Un.
killing) mechanizmusban az emészté fermenteken kivil jelentds szerepet jatszanak
a fagocital6 sejtek altal termelt er6sen reaktiv oxigén szarmazékok (szuperoxid
anion: 02_, szinglet oxigén: 102, szuperaktiv hidroxil gydk: .OH, hidrogénperoxid:
H2 2, perhidroxilgyok: H02- ). Az aktiv gyokok keletkezését a sejtek oxigénfogyasz-
tadsanak nagyfoku novekedése, az U.n. ,,respiratory burst” és a hexoze-monofoszfat
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sont aktivalodasa kiséri (5, 21, 23, 28). A tovabbi vizsgalatok soran kiderult, hogy
a fagocitdk nemcsak a bekebelezett sejteket képesek elpusztitani ezzel az oxigént6l
fligg6 mechanizmussal. El6sz0r nathan (15, 16) irta le, hogy a fagocitak extracellu-
laris citotoxicitdsaban szerepe van az oxigén-dependens folyamatoknak. Az oxigén-
dependens killing soran (vagyis ahol a célsejtet valamely aktiv oxigéngyok pusztitja
el) a fagocitald sejtek fényt emittalnak. Ez az an. kemilumineszcencia (KL) jelensége,
amely a redukalt oxigén gyokok altal aktivalt carbonyl csoportok relaxacioja soran
jon létre. 1ly médon a KL mérése lehet6vé teszi az oxigén-dependens killing mecha-
nizmus érzékeny monitorizasat anélkdl, hogy a sejtet kérositanank (1,2, 24). A fago-
citézisra képes sejtek, kdztik a polimorfonuklearis (PMN) granulocitak (a hagyoma-
nyos némenklatira szerint ezek az érett granulocitaknak felelnek meg) is jelents
szerepet jatszanak a tumor elleni védekezésben. Szamos adat sz6l amellett, hogy
ebben a folyamatban is kulcsszerepe van a szuperaktiv oxigén szarmazékoknak (6,
10, 11, 15). Ugyanakkor lehetséges az is, hogy a tumorsejtek altal termelt szabad-
gyokok szerepet jatszhatnak a tumor invazivitdsaban és a metasztatizalé képesség
kialakulasaban (3, 8, 22, 27).

llyen meggondolésbdl vizsgaltuk a C57B1/6 egértérzs PMN granulocitainak és
az ebben a tdrzsben fenntartott, eltéré metasztatikus potenciallal bird Lewis Lung
tumorszubpopulaciék (LLT és LLT-HH) sejtjeinek kemilumineszcenciajat. (Az LLT-
HH a LLT-bol szelektalt megndvekedett metasztatikus képességli tumorvonal.)
Vizsgéltuk, hogy milyen szerepet jatszanak a szuperaktiv 02 szarmazékok a tumor-
betegség patogenezisében.

Az alabbi kérdésekre kerestiink valaszt:

1 A tumorbetegség soran megvaltozik-e a PMN granulocitédk szabadgyok ter-
mel6 képessége, 8ez kapcsolatban van-e a tumor metasztatizalé képességével? 2. Ter-
mel-e szuperaktiv oxigéngydkot a tumorsejt és ha igen, 6sszefligg-e ez a képessége
a metasztatizald képességgel ? 3. Miként befolyasolja a szabadgyok képz6dést a PMN
granulocita-tumorsejt interakcio.

Anyag és modszerek
Tumorsejt nyerése:

A tumorvonal szelektalasa, illetve fenntartasar ai ¢s munkatarsai szerint tortént
(19). Beltenyésztett C57B1/6 egér hatsd labanak izmaba 10®LLT és 105 LLT-HH
tumorsejtet injektaltunk. Az allatokat a 7. és a 10. napon o6ltik le. A tumort sztereo-
mikroszkdp alatt izolaltuk, és TC 199-ben apritottuk. Az apritékot négyréteg(i gézen
atsz(irve 1,08 g/cm3 sirdségl Percoll (Pharmacia) gradiensen centrifugaltuk (1000
ford/min, 10 perc), a sejtszamot 5x 10Vml-re allitottuk be Dulbecco pufferben. A sej-
tek életképességét 0,1%0-0s eosin oldatban vizsgaltuk.

PM N granulocita nyerése:

Tumoros és kontroll allat peritonedlis tregébe ledlés el6tt 6%6-0s dextran (Ms:
200—300 000, Serva) oldatot injicialtunk, s a peritonedlis folyadékot 2 dra mulva
leszivtuk. A sejteket kétszer mostuk Dulbecco pufferben (1000 fordulat/min, 10 perc),
a sejtszamot*5 X IOVmI-re allitottuk be a fenti oldattal.
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Opszonizalas:

Ez a partikulum ,,jelz6-fehérjével” térténd jelolése, mely el8segiti a fagocita
és a részecske kapcsolddasat. A komplement rendszer aktivalasa, s ezaltal a zymozan
Cjb-opszoninnal torténd jeldlése céljabol 2 ml kontroll egér szérumot 30 mg zymozan-
nal (Sigma Chemie. Co. St. Luis) inkubaltunk 30 percig 37 °C-on 30 ml Dulbecco
pufferben. Centrifugalas utan (900 ford/min, 5 perc), az tledéket 30 ml-re higitottuk
Dulbecco pufferben.

KemGum ineszcencia:

Meghatarozasa van pyke mddszerével tortént (26). A mérést Intertechnique
LM—40 tipusu folyadék scintillacids szdmléléban végeztuk. Az aktivalt zymozan
szuszpenziéhoz 2 ml, 6 mmol-os (10 mg%o) luminol (Sigma Chemie. Co] St. Luis)
torzsoldatot adtunk. A mérési elegy 1 ml tumor szuszpenzi6t, 2 ml zymozan szusz-
penziét és 1 ml Dulbecco puffert tartalmazott. A tumorsejt és a PMN granulocita
KL-janak egyidejd mérésénél az 1 ml Dulbecco puffert nem tettiik a mérend6 elegy-
hez. A kemilumineszcenciat foton/0,4 min/6XIO5, illetve 106 sejtre adjuk meg.

A statisztikai 0sszefliggést Student-félc kett6s t probaval vizsgaltuk.

FERETRPA ™

1. dbra. Tumoros rs kontroltallall>i szarmazé /lolimorfonukleéaris fjrumdocilak
kemilumineszcenciajanak idgbeli lefutasa

Eredmények

A kontroll és a tumoros allatokbdl izolalt PMN granulocitadk opszonizalt zymozan
indukalta KL-ja hasonl6 id6beli lefutast mutat (1 sz. abra).

Opszonizalt zymozan jelenlétében az alacsony metasztatizalo képessegl LLT és
a magas metasztatizalé képesség(i LLT-HH variansokbol szarmazé tumorsejtek
luminol jelenlétében mérhet§ KL-t mutatnak. A KL id6beli lefutasa hasonlé a PMN
granulocitak KL gorbéjének lefutasahoz (2. sz. abra).

Osszehasonlitva az egyes sejttipusok KL-janak csucsértéket azt latjuk, hogy a
tumorsejtek opszonizalt zymozan hatésara szignifikansan nagyobb KL-t produkal-
nak, mint a PMN granulocitédk (p<0,05). Nincs killénbség ugyanakkor az LLT és az
LLT-HH vonalak sejtjeinek KL-ja (p=-0,05), illetve a kontroll és a tumoros &llatok-
bol sz&rmazé PMN granulocitdk KL-ja kodz6tt (p>0,05) (3. sz. tibra).
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2. &bra. Tumorsejtek kemilumineszcenciajanak idébeli lefutasa
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3. dbra. Tumorsejtek és polimorfonuklearis granidocitak kemilumineszcencidjanak
csucsértékei

A tumorsejtek és a kontroll PMN granulociték, valamint a tumorsejtek és a tu-
moros allatbol szarmazéd PMN granulocitédk keveréke altal produkalt KL ugyanolyan
id6beli lefutast mutat mint az egyes sejtek esetében (4. sz. abra).

Az LLT sejtek és a kontroll PMN granulocitak kilon-kulén mért KL-janak
0sszege 20%-kal magasabb, mint a két sejtpopulacié kozds szuszpenzidjdnak KL-ja,
de a kildénbség nem szignifikans (p>0,05). Az LLT sejtek és a LLT-os allatokbol
szarmazé PMN granulocitak kilon-kilén mért KL-janak dsszege 39,5%-kal maga-
sabb, mint a két sejtpopulacié kézos szuszpenzidjanak KL-ja, a kilénbség szignifi-
kans (p<0,05).

Az LLT és a kontroll PMN granulocita kdzos szuszpenzidjanak KL-ja 32,3%-kal
magasabb, mint az LLT és a tumoros allatbo6l szarmazé PMN granulocita keverékeé-
nek KL-ja, de a kilonbség nem szignifikdns (p>0,05) (5. sz. abra).

Az LLT-HH és a kontroll PMN granulocitak kulén-kulén mért KL-janak 6sz-
szege 20%-kal magasabb, mint a két sejttipus keverékének KL-ja, az eltérés nem
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és tumorsejtek kozos szuszpenzidjanak kemilumineszcenciaja az id6 fuggvényében
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5. dbra. 1'olimorfonuklearis granulocita és LLT sejtek kdzds szuszpenzidjanak
kemilumineszcencia csucsértéke a kulon-kilén mért értékek dsszegéhez viszonyitva

szignifikans (p>0,05). Az LLT-HH sejtpopulacid és a tumoros allatb6l szarmazé
PMN granulocitdk kilon-kilon mért KL-janak osszege 41,3%-kal, szignifikdnsan
magasabb, mint ugyanezen sejtek keverékének KL-ja (p<0,05). Az LLT-HH sejtek
kontroll PMN granulocitakkal, ill. tumoros allatbél szarmazé PMN granulocitakkal
egyutt mért KL-ja kdzott 35,3%-osszignifikans kiilonbség van (p< 0,05) (6. sz. abra).

Kovetkeztetés

A PMN granulocitdk a mikroorganizmusok elleni védelem fontos I4ncszemét
képezik. Ebben az antimikrobialis hatasban a reaktiv oxigén gyokdk szerepe bizo-
nyitottnak vehet§. A PMN granulocitak ezenkivil jelentds szerepet jatszanak a
tumor elleni védekezéshen is. A killing (a célsejtet elpusztité) mechanizmus részletei
azonban nem teljesen tisztdzottak. Szamos szerz6 (6, 7,10) szerint az antitest medialta
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6. dbra. Polimorfonukledaris granulocita és LLT-HH sejtek kdzds szuszpenzidjanak
kemilumineszcencia cstcsértéke a kulon-kilén mért értékek 6sszegéhez viszonyitva

tumorkillingben jelentds szerepet jatszanak a PMN granulocita altal termelt szuper-
aktiv oxigén szarmazékok. Ugyanakkor Bryant és Hul (4) nem tudta igazolni a ,,res-
piratory burst” szerepét.

Jelen kisérleteinkben vizsgaltuk a tumoros és a kontroll &llatbol szarmazé PMN
granulocitak és a Lewis lung tumor eltér6 metasztatizalé képességli két vonalanak
KL-jat. Azt taldltuk, hogy a peritonedlis granulocitdk zymozan indukalta KL-janak
lefutasa, illetve a cslcsérték nagysaga a kontroll és a tumoros allatbdl szarmaz6
PMN granulocitak esetében azonos. Ez azt latszik bizonyitani, hogy a tumorbetegség
nem befolyasolja a PMN granulocitak zymozan indukalta KL-jat.

Megmérve a tumorsejtek zymozan indukélta KL-jat azt taldltuk, hogy mind
az LLT sejtek, mind az er6sen metasztatizalé LLT-HH sejtek képesek szuperaktiv
oxigén szarmazékok termelésére, mégpedig jelentds, a PMN granulocitdkét megha-
ladé mennyiségben. Nincs azonban kiilénbség a két eltéré6 metasztatizalo képességli
tumor szubpopulacié sejtjeinek KL-jaban. Ez amellett szol, hogy a tumorsejtek
rendelkeznek az aktivalt zymozan megkotéséhez sziikséges Cdreceptorokkal, s ezen
keresztiill képesek — a szuperaktiv oxigén derivatumok segitségével — a veliik inter-
akcioba lépd sejtek és a szubsztratok roncsolésara. Ezen képességnek szerepe lehet
az immunescape (a tumorsejtnek az immunvédekezés hatasa aldl valo ,,kibujasa™)
és a tumor invazio jelenségében (17, 18, 20, 22).

A tumorsejt és a PMN granulocitadk egyutt inkubélasa soran azt talaltuk, hogy
a mért KL érték kisebb, mint a kiilon-kilon mért értékek dsszege. Feltehetd, hogy a
tumorsejt és a PMN granulocita k6zott az aktiv oxigén szarmazékok produkci6jéban
bizonyos fokd kompeticié jon létre. Hasonld kovetkeztetésekre jutott makrofag-
tumorsejt kdzds szuszpenzidja vonatkozasaban Thomas és Fishman (24) is.

Ezen jelenségek pontos mechanizmusanak tisztdzasara még tovabbi vizsgéla-
tokra van sziikség, de ugy tlinik, hogy joggal feltételezhetiink egy aspecifikus és egy
specifikus gatlé6 mechanizmust. Az el6bbi létezése mellett sz6l, hogy az LLT és a kont-
roll PMN granulocita, valamint az LLT-HH és a kontroll PMN granulocita keveréke
mindkét esetben 20% korili KL csokkenést mutatott. A specifikus gatlé mechaniz-
must latszik alatdmasztani az a tény, hogy a tumoros allatbdl szarmazé PMN gra-
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nulocita és a tumorsejt keveréke LLT esetében alig haladja meg az LLT KL-jéfc,
s6t LLT-HH esetében a két sejttipus egyittesének KL-ja kisebb, mint az LLT-HH
6nmagéban mért KL-ja.
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Capt. J. Flrész M.D.M.C., L. Budavari M.D., K. Schweitzer, K. Pal, K. Lapis M.D.D.Sc.:

EFFECT OF PMNG AND TUMOR CELLS INTERACTION
ON THE ACTIVE OXYGENE RADICAL PRODUCTION

The authors investigated chemiluminescence (CL) of Lewis lung tumor cell line (LLT)
and its subpopulation with increased metastatic capacity (LLT-HH) and chemiluminescence
of polimorphonuclear granulocytes (PMNG) of tumorous and control animals. It has been found
that 1. by the given model, the tumorous disease does not change the CL of PMNG; 2. under
the influence of activated zymozane, tumor cells show a higher light emission than the CL of
PMNG; 3. there is no relation between the intensity of CL and the metastatic capacity; 4. tumor
cells and PMNG in a common suspension give lower CL than the sum of each separately. These
findings are indicative of a non-specific competitive effect on one hand and of a specific inter-
action on the other.

Kanuman m/c M. Owpec, H. Eydaeapu, K. Ulaeuyep, K. ldaa, K. Jlanuui:

BIIMRHHE BRAVMOHEHCTBMH nOJIHMOPOOHYKIIEPAHDIX
rPAHHYJIOUHTOB H OnYXOJIEBbIX KIIETOK Hill nPOH3BOHCTBO
AKTHBHOrO KHCJIOPORHOrO PAIJHKAIJIA

ARTopbi HCCJieaoBaJiH xeMHJInoMHHecneHUHio (XJI) onyxoJieBbix kjictok JIJIT ¢ hh3koii h
BbicoKok MeTacTaTHwecKofi cnocoOHOCTbio h xeMHJUOMHHecueHHio noJiHMop<i)OHyKJieapHbix rpa-
HHJiyOUHTOB O IMHD, B3flITbIX H3 XCHBOTHuIX C OnyXOJIHVH H H3 KOHTpOUbHbIX XCKBOTHOIX EbIJIO
ycTaHoftieHO, hto 1. rrpH aaHHoii MOJiejjH onyxojm paxoBaa 60;ie3Hb He H3MeHaeT XJI FIMHr; 2.
no# #eftcTBHeM aKTHBHpoRRaHHoro H3MO03aHa onyxoneBbie KJieTKH H3JiyHatoT cbct 60Jiee CHJibHbifl,
neM XJI nM Hr; 3. HHTeHCHBHocTb XJI h MeTacTaTHHecKaa cnocoOHocTb He noKa3biBaioT HHKaKOH
B33HMOCTBH3H\ 4. onyxoneBbie KliencH h I1M Hr b odmeft B3BecH #aioT 60jiee HH3Koe 3HaHeHae XJI,
neM cyMMa xaacabix b oT#enbHocTH. 3 to CBH#eTenbCTByeT ¢ o# hoh ctopohw 0 Hecneitn4)HHecKOM
KOMNeTHTHBHOM fleHCTBHH H, C#pyTOH CTopOHbl, O CnepH HHeCKOM B3aHMO#eACTBHH.



